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(57) Abrege : La presente invention concerne un procedS de separation et/ou de detection et/ou d'identification et/ou de quantifica- 
tion dans un materiau biologique d'au moins une proteine prion (PrP), caracterise par le fait qu'il comprend une etape de separation 
et/ou de detection et/ou d'identification et/ou de quantification d'un complexe (PrP/(32GPI) form£ d'au moins une proline prion liee 
a au moins une forme de |32GPI. 
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PROCEDE DE SEPARATION ET/OU DETECTION ET/OU 
IDENTIFICATION ET/OU QUANTIFICATION DE PROLINES 
PRIONS 

La presente invention concerne un procede de separation 
et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification de 
proteines prions, responsables de maladies neurodegeneratives, dans 
divers materiaux biologiques. 

Les prions font partie des "agents transmissibles non 
conventionnels" (ATNC) et sont impliques dans des maladies 
rencontrees chez lliomme et les animaux. II s'agit d'agents responsables 
de maladies neurodegeneratives regroupees sous le nom 
^encephalopathies subaigues spongiformes transmissibles (ESST). Ces 
encephalopathies, reliees aux prions, incluent la tremblante du mouton et 
de la chevre, l'encephalopathie bovine ou maladie de la vache folle, la 
maladie du deperissement chronique des ruminants sauvages, les 
encephalopathies des visons et des chats, chez Tanimal, la maladie de 
Creutzfeld-Jacob (MJC), le syndrome de Gerstmann-Straiissler- 
Scheinker (GSS), le kuru et l'insomnie familiale fatale, chez Thomme 
(Les virus transmissibles de la mere a Tenfant, Ed. John Libbey Eurotext, 
1999, Ermias D. Belay, Annu. Rev. Microbiol., 1999, 53: 283-314). 

Ces maladies, toujours mortelles, posent un grave probleme 
de sante publique notamment du fait des difficultes que Ton rencontre 
pour Tidentification et la detection precoce de ces agents. II y a done une 
forte demande relative a des precedes fiables de diagnostic et de mesures 
therapeutiques efficaces, de ces agents transmissibles non 
conventionnels. 

Ces maladies semblent etre causees par la transition post- 
traductionnelle et conformationnelle d'une proteine prion cellulaire, 
normale, ci-apres designee PrP°, en une forme pathogenique, anormale, 
ci-apres designee PrP sc (Cohen F.E. and Prusiner S.B., Annu. Rev. 
Biochem., 1998, 67: 793-819). 

La forme cellulaire normale de la proteine prion est une 
glycoproteine de surface cellulaire, hautement conservee et exprimee par 
un large spectre de cellules, en particulier par des cellules neuronales. Sa 
presence est indispensable pour que la maladie puisse se produire. Dans 
les encephalopathies spongiformes transmissibles, cette molecule est 
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convertie en une forme modifiee, du point de vue conformationnel, 
presentant une resistance partielle a la proteolyse. Ainsi, dans le cerveau 
des animaux ou des humains presentant des ESST, on observe une 
accumulation de PrP sc anormale sous forme de fibrilles et dans certains 
cas sous forme de d6pots amyloides dans les cellules. Cette PrP sc 
anormale a un poids moleculaire compris entre 33 et 35 kDa avant 
proteolyse et a un poids moleculaire compris entre 27 et 30 kDa apres 
action de la proteinase K : cette resistance a la proteinase K permet de 
differencier la PrP sc de la PrP° qui est detruite par Taction de ladite 
proteinase, Des etudes biophysiques ont egalement demontre que la PrP 
contient un nombre eleve d'helices a (42%) et tres peu de feuillets |3, 
alors qu f au contraire la forme PrP sc contient moins d'helices a (30%) et 
un nombre eleve de feuillets J3 (43%) et a une tendance a se polymeriser 
sous forme de fibrilles amyloides (Cohen F.E. and Prusiner S.B., Annu. 
Rev. Biochem., 1998, 67: 793-819). La proteine prion, d6sign6e dHine 
maniere generate par PrP, est egalement caracterisee par son affinite 
pour les polyanions polysulfates tels que l*heparine sulfate et le dermatan 
sulfate (Brimacombe B. et aL, Biochem. J., 1999, 342: 605-613). 

On sait que la (32-glycoprot6ine I, ci-apr&s en abregS |32GPI, 
est une glycoproteine plasmatique, dont la sequence a ete notamment 
indiquee dans les articles de J. LOZIER et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, Vol. 81, pages 3640-3644, Juillet 1984 et de T. KRISTENSEN et 
coll., FEBS Letters, Vol. 289, 1991, pages 183-186. La J32GPI est 
egalement appelee Apolipoproteine H (APOH). H a ete constate que 
cette prot&ne presente un polymorphisme structural : la denomination 
P2GPI sera ci-apres consideree comme generique pour toutes les formes. 

Ce polymorphisme structural est sous controle genetique 
comme ceci a ete notamment indique dans Tarticle de DK, SANGHERA 
et coll., Hum. Genet., Vol. 100, 1997, pages 57-62. II est du a la presence 
de quatre alleles: trois alleles frequents (APOH*l, APOH*2 et APOH*3) 
et un allele rare (APOH*4). L ! allele APOH*3 a ete par la suite sous-type 
en APOH*3 w et APOH*3 D en se basant sur sa r6activite avec un 
anticorps monoclonal 3D11. Ce polymorphisme est du a plusieurs 
substitutions dans la region ADN codant pour TAPOH telles que 
Ser88Asn (DK. SANGHERA et coll., Hum. Genet., Vol. 100, 1997, 
pages 57-62), Val247Leu (A. STEINKASSERER et coll., Hum. Genet., 
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Vol. 91, 1993, pages 401-402), Cys306Gly (DK. SANGHERA et coll., 
Hum. Mol. Genet., Vol. 6, 1997, pages 311-316), et Trp316Ser (DK. 
SANGHERA et coll., Hum. Genet., Vol. 100, 1997, pages 57-62 et DK. 
SANGHERA et coll., Hum. Mol. Genet., Vol. 6, 1997, pages 311-316). 
Les mutations Ser88Asn et Trp316Ser correspondent aux alleles 
APOH*l et APOH*3 w respectivement. La forme (32'GPI decrite dans 
FR-2 701 260 Bl rSsulte de la mutation Thr318Ser. 

La (32GPI est connue comme une glycoproteine ayant une 
forte affinite pour les phospholipides anioniques tels que la cardiolipine 
(H. WURM, Int. J. Biochem., Vol. 16, 1984, pages 511-515). 

Dans la demande internationale WO 94/18569, on a indique 
que des composes viraux se fixaient de fa9on specifique sur une forme 
de P2GPI, a savoir celle decrite dans la demande de brevet fransais 2 
701 263, que cette forme de (32GPI soit a l'etat pur ou dans une 
composition proteinique la contenant ; cette forme de p2GPI est isolee a 
partir du residu fixe sur la (les) colonne(s) de chromatographic d'affinite 
utilisee(s) dans le procede de purification de l'albumine du plasma 
sanguin decrit dans FR-A-2 690 444 ; elle a un poids moleculaire de 50 
000 ± 3 000 daltons. 

On a formule lliypothese que la liaison de la p2GPI a des 
composes viraux pourrait impliquer les phospholipides presents sur ces 
composes (H. MEHDI et coll., J. Virol., Vol. 68 (4), 1994, pages 2415- 
2424, AR.NEURATH et coll., Virology, Vol. 204 (1), 1994, pages 475- 
477, E. STEFAS et coll., AIDS Res. Hum. Retr., Vol. 13 (1), 1997, 
pages 97-104, E. STEFAS et coll., Hepatology, Vol. 33 (1), 2001, pages 
207-217). II a egalement ete decrit que la p2GPI sert de cofacteur pour la 
liaison des anticorps anti-phospholipides aux phospholipides anioniques 
(M. GALLI et coll., Lancet, Vol. 335 (8705), 1990, pages 1544-1547, 
HP. McNEIL et coll., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 87 (11), 1990, 
pages 4120-4124). On a aussi emis 1'hypothese, dans la litterature, que 
les residus lysine de la (32GPI etaient responsables de la liaison de cette 
derniere aux phospholipides anioniques (Steinkasserer A. et coll., 
Biochemical Journal, 1991, 277 (Pt 2) : 387-391) ; cette hypothese etait 
confortee par le fait que la modification desdits residus lysine par 
carbamylation abolissait sa liaison aux phospholipides (Arvieux J. et 



WO 03/005037 



PCT/FR02/02292 



4 

coll., Thrombosis and Haemostasis, 70 (2), 1993: 336-341, Kertesz Z. et 
coll., Biochemical Journal, 310, 1995 : 315-321). 

II semble, en consequence, que la liaison entre un compose 
infectieux et la (32GPI fait intervenir des interactions prot6ine- 
phospholipide, ainsi que d'autres types de liaison, notamment bases sur 
des interactions proteine-proteine. 

II apparait clairement, a partir des donnees de la litterature 
medicale, qu f il y a un besoin urgent de developper des methodes 
d'isolement, d'identification et de diagnostic d'agents pathogenes tels que 
des proteines prions anormales PrP sc , causant des maladies connues 
ainsi que des maladies emergentes, et des methodes d'isolement, 
^identification de proteines prions normales PrP c dont les PrP sc derivent 
Ces methodes permettront a terme de mieux connaitre ces agents 
pathogenes ainsi que les mecanismes qu'ils mettent en jeu pour infecter 
des organismes vivants. 

Par consequent, le but de la presente invention est de 

fournir : 

- un procede de separation de proteine prion d f un materiau biologique, 
et/ou 

- un procede d ! isolement et purification de proteine prion, et/ou 

- un procede de detection de proteine prion dans un materiau 
biologique, et/ou 

- un procede d'identification de proteine prion dans un materiau 
biologique, et/ou 

- un procede de quantification de proteine prion dans un materiau 
biologique. 

Selon Tinvention, on a constate que, de fagon surprenante et 
inattendue, des proteines prions PrP peuvent etre separees et/ou detectees 
et/ou identifiees et/ou quantifies par Tintermediaire de leur liaison aux 
differentes formes de (32GPI. Le terme de "liaison" indique que ces PrP 
sont physiquement coimectees a, et interagissent avec, les differentes 
formes de J32GPI. Cette liaison peut etre d&montree par n'importe quel 
proced6 ou essai connu en la matiere tels que les essais utilisant la 
biotine et Tavidine ou la streptavidine, de type immunoenzymatique, de 
type ELISA ou Immunoblot, de type radioimmunologique, de type RIA, 
des essais de competition, des essais d ! agglutination 3 des essais 
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d'immunoprecipitation, des essais de chromatographic... De fapon 
generate, on appellera ici "complexe" une association directe ou 
indirecte, entre au moins une PrP, normale ou anormale, et au moins une 
forme de (32GPI ; ces complexes seront, de fa9on g£n6rale, designes ci- 
apres par la notation "PrP/p2GPI". 

Dans la presente demande de brevet, on entend, de fa^on 
generique, par PrP aussi bien les composes proteiniques, constitutifs 
d'une PrP, que des particules de type PrP. Les particules de type PrP 
sont, soit des PrP completes ou incompletes, soit des parties de PrP, soit 
des assemblages contenant des composes constitutifs de PrP, qui 
presentent certaines proprietes des PrP ou des composes PrP, en 
particulier, celles d'etre detectees par certains anticorps specifiques de 
composes PrP. 

Selon la presente invention, on entend par "materiau 
biologique", un tissu biologique, une preparation ou un extrait issu du 
tissu biologique, liquide ou solide, ou un milieu naturel, liquide ou 
solide, susceptible de contenir ou porter une PrP au sens ci-dessus defini. 
Le materiau peut ainsi etre un melange d ! au moins deux materiaux tels 
que ci-dessus definis. Un tel materiau biologique peut done etre, 
notamment, soit prepare a partir de tissus, d'organes, de selles ou de 
liquides biologiques d ! un malade atteint d'une infection due a une PrP sc , 
soit obtenu a partir de cultures "in vitro"; un tel materiau biologique peut 
aussi etre un serum, du plasma, de Turine, du liquide cephalo-rachidien, 
du liquide synovial, du liquide peritoneal, du liquide pleural, du liquide 
seminal, de la salive, des secretions gastriques, du mucus, du liquide 
ascitique ou autres. 

La presente invention a done pour objet un procede de 
separation et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification 
dans un materiau biologique d f au moins une proteine prion (PrP), 
caracterise par le fait qu'il comprend une etape de separation et/ou de 
detection et/ou ^identification et/ou de quantification d'un complexe 
(PrP/(32GPI) forme d'au moins une proteine prion liee a au moins une 
forme de p2-glycoproteine I ((32GPI). 

Selon une particularite, le procede comprend une etape de 
separation et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification 
d'un complexe (PrP sc /p2GPI) forme d'au moins une proline prion 
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anormale (PrP sc ) liee a au moins une forme de P2GPI, ledit precede 
constituant un precede de separation et/ou de detection et/ou 
^identification et/ou de quantification dans un materiau biologique d'au 
moins une proteine prion anormale. En particulier on peut utiliser pour 
former un complexe (PrP sc /p2GPI) au moins une proteine prion 
anormale PrP sc provenant de la tremblante du mouton ou de la chevre, 
de Tencephalopathie bovine, de la maladie du deperissement chronique 
des ruminants sauvages, des encephalopathies des visons ou des chats, 
de la maladie de Creutzfeld- Jacob (MJC), du syndrome de Gerstmann- 
Straussler-Scheinker (GSS), du kuru ou de rinsomnie familiale fatale. En 
outre, on peut utiliser, pour former un complexe (PrP/p2GPI), au moins 
une p2GPI d'origine humaine, ou d'origine animale, une 02GPI 
recombinante, ou une P2GPI obtenue par synthese chimique ou une 
forme modifiee de p2GPL 

Avantageusement, avant Tetape de separation et/ou de 
detection et/ou ^identification et/ou de quantification du complexe 
(PrP sc /p2GPI), on soumet le materiau biologique a Taction de detergents 
et/ou d'enzymes, en particulier a Taction de la proteinase K. 

Selon une premiere mise en ceuvre de Tinvention, on realise 
une etape de fixation de PrP contenue dans un materiau biologique a au 
moins une forme de P2GPI intentionnellement rajoutee audit materiau 
biologique pour former ledit complexe, suivie d'une etape de separation 
et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification du 
complexe (PrP/p2GPI). 

Selon un mode de realisation, on realise une etape de 
fixation sur un support, d ! au moins une forme de p2GPI ou de ladite (ou 
desdites) PrP, avant ou apres Tetape de fixation de ladite (ou desdites) 
PrP a ladite (ou auxdites) forme(s) de P2GPI pour former ledit 
complexe, une etape de separation consistant a separer le materiau 
biologique du support sur lequel est fixe le complexe, une etape de 
detection et/ou ^identification et/ou de quantification consistant, apres 
ladite etape de separation, k detecter et/ou a identifier et/ou a quantifier 
le complexe fixe au support par sa partie qui n'est pas liee au support. 
Avantageusement, on utilise, comme support, un support solide. 

Selon une variante de realisation, la fixation sur le support 
est realisee par Tintermediaire d f un compose se liant a Tune des parties 
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PrP ou (32GPI du complexe, ladite etape de detection et/ou 
^identification et/ou de quantification consistant a detecter et/ou & 
identifier et/ou a quantifier le complexe par sa partie qui n'est pas li6e au 
support. Avantageusement, le compose se liant a la p2GPI ou a la PrP est 
un anticorps reconnaissant respectivement la P2GPI ou la PrP, ou bien 
une autre proteine, un compose biologique, un compose chimique ou un 
detergent se fixant a la PrP ou & la p2GPL 

On peut r6aliser T6tape de fixation d'au moins une forme de 
P2-GPI ou de la (ou des) PrP sur un support, par reaction de groupes 
reactifs de la (ou des) forme(s) de p2GPI ou de la (ou des) PrP avec des 
sites reactifs du support, ladite (ou lesdites) forme(s) etant mise(s) en 
solution dans un tampon ayant un pH compris entre 2,5 et 10,5, de 
preference entre 5,5 et 7,5, pour obtenir une solution ayant une 
concentration comprise entre 0,01 et 100g/l de forme(s) de P2GPI ou de 
PrP, le support etant maintenu en contact avec la solution a une 
temperature comprise entre 0° et 40°C pendant un temps d'incubation 
compris entre 10 secondes et 24 heures, puis la separation du support et 
de la solution par lavage du support. 

L'etape de fixation d'au moins une PrP a au moins une 
forme de P2GPI pour former un complexe peut etre realisee par mise en 
contact d ! au moins une forme de P2GPI, avec le materiau biologique 
susceptible de contenir des PrP a une temperature comprise entre 0° et 
50°C, avantageusement voisine de 37°C, pendant une periode de temps 
comprise entre 10 secondes et 24 heures, le materiau biologique etant 
dilue a l'aide d'un tampon donnant un pH compris entre 3,5 et 10, de 
preference compris entre 5,6 et 7,6. 

On peut effectuer la d6tection et/ou Identification et/ou la 
quantification de la (ou des) PrP du complexe par des anticorps 
specifiques de la (ou des) PrP, ou par des precedes d'infection de cellules 
ou d'organismes susceptibles a Tinfection des PrP ; avantageusement, on 
effectue la detection et/ou Identification et/ou la quantification de la (ou 
des) PrP du complexe par un anticorps reconnaissant specifiquement un 
antigene, de preference de nature proteique, de la (ou des) PrP. 

On peut aussi, selon une autre fa9on d'operer, effectuer la 
detection et/ou Identification et/ou la quantification de la p2GPI du 
complexe par des anticorps specifiques de la p2GPI. 
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Avantageusement, on couple Tanticorps utilise a un 
marqueur enzymatique, de Tor colloidal, a un traceur radioactif, 
fluorescent ou luminescent. On peut coupler Tanticorps a un marqueur 
enzymatique, dont Tenzyme est mise en contact avec un substrat 
sp6cifique apte a se transformer en un produit colore. 

Quand on fixe le complexe au support par I'intermediaire de 
sa partie (32GPI, l'etape de separation comprend l'isolement de la PrP du 
complexe fixe au support par un procede dilution de chromatographie 
d'affinite. Avantageusement, ledit isolement est realise par elution de la 
PrP fixee au support solide a 1'aide d'un tampon ayant un pH compris 
entre 2 et 10,5, une concentration en NaCl comprise entre 0 et 5M, de 
preference a l'aide d'un tampon glycine-HCl 0,1 mole/litre ayant un pH 
de 2,5. 

Selon une particularity de Tinventibn, la separation du 
support et de la solution est suivie d'une etape de saturation des sites 
actifs du support, en faisant reagir sur les sites actifs une solution 
d ! albumine serique bovine ou de caseine. 

Selon une autre mise en oeuvre de Tinvention, le proced6 de 
separation et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification 
d'au moins une PrP dans un materiau biologique qui contient 
naturellement au moins une forme de (32GPI, comprend une etape de 
separation et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification 
d'un complexe (PrP/p2GPI) forme d'au moins une PrP liee a au moins 
une forme de P2GPI naturellement presente dans ledit materiau. 

Les formes de p2GPI utilisees selon la presente invention, 
pour former les complexes (PrP/|32GPI), peuvent, comme ci-dessus 
indiqu6, etre d'origine humaine, animale, recombinante, ou obtenues par 
voie chimique ou des formes modifiees de p2GPL 

Le terme "d'origine humaine" se refere a n'importe quelle 
forme naturelle de p2GPI trouvee chez Thomme ou obtenue apres culture 
de cellules humaines, ou a des fragments (combinaison de quelques 
acides amines, tels que des polypeptides ou peptides) de celle-ci, obtenus 
soit en cours de purification, par coupure(s) enzymatique(s) 
provoquee(s) par des enzymes deja presentes dans les liquides 
biologiques, soit apres purification a Taide d ! enzymes sp6cifiques ou non 
de sites presents sur ces formes naturelles humaines. 
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Le terme "d'origine arlimale , ' se refere a n'importe quelle 
forme naturelle de (32GPI trouvee chez 1' animal, ou obtenue apres culture 
de cellules animates, ou a des fragments (combinaison de quelques 
acides amines, tels que des polypeptides ou peptides) de celle-ci, obtenus 
soit en cours de purification, par coupure(s) enzymatique(s) 
provoquee(s) par des enzymes deja presentes dans les liquides 
biologiques, soit apres purification a l'aide d'enzymes specifiques ou non 
de sites presents sur ces formes naturelles animates. 

Le terme "d'origine recombinante" se refere ou bien a 
n'importe quelle forme recombinante de P2GPI obtenue selon les 
techniques de recombinaison d'ADN telles que decrites par Maniatis 
(MANIATIS T. et coll., Molecular cloning: a laboratory manual. Cold 
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY, 1982), apres 
insertion du gene, modifie ou non, et recombinaison genetique, ou apres 
modification du gene deja exprime par des precedes connus en la matiere 
chez les bacteries ou autres cellules utilisees dans la production de 
proteines recombinantes, ou bien a des fragments (combinaison ' de 
quelques acides amines, tels que des polypeptides ou peptides) de telles 
formes recombinantes, obtenus soit en cours de purification, par 
coupure(s) enzymatique(s) provoquee(s) par des enzymes deja presentes 
dans les liquides biologiques, soit apres purification a l'aide d'enzymes 
specifiques ou non de sites presents sur ces formes recombinantes. 

Le terme "modifie" se refere a n'importe quelle forme 
naturelle de (32GPI trouvee chez Thomme ou l'animal, a n ! importe quelle 
forme d'origine recombinante, a n'impbrte quelle forme obtenue apres 
culture de cellules humaines ou animates, ou encore a des fragments 
(combinaison de quelques acides amines, tels que des polypeptides ou 
peptides) de ces formes, obtenus soit en cours de purification, par 
coupure(s) enzymatique(s) provoquee(s) par des enzymes d6ja presentes 
dans les liquides biologiques, soit apres purification a Taide d'enzymes 
specifiques ou non de sites presents sur lesdites formes, apres que toutes 
les formes susmentionnees aient subi des modifications, par exemple par 
voie chimique, de certains de leurs acides amines, comme par exemple la 
carbamylation des residus lysine. 

Le terme "obtenue par voie chimique" se refere a n'importe 
quelle forme de p2GPI d ! origine humaine, animate ou recombinante telle 
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que definie ci-dessus obtenue par une synthese chimique. En particulier, 
les polypeptides et peptides provenant desdites formes de P2GPI peuvent 
etre prepares selon n'importe quel proc6d6 connu en la mati&re 
notairanent par synthese chimique classique comme decrit par Atherton 
et Shepard dans "Solid phase peptide synthesis", IRL Press, Oxford, 
1989. II est clair que les termes "polypeptides" et "peptides" se referent a 
un polymere d'acides amines comprenant moins d'acides amines que la 
sequence de la proteine naturelle, mais n'exclut pas les modifications 
post-traductionnelles des polypeptides et peptides, telles que la 
glycosylation, Tacylation, la phosphorylation, les modifications avec des 
acides gras ou autres. Sont egalement inclus dans la definition, des 
polypeptides et des peptides avec des substitutions au niveau des acides 
amines, des versions mutees ou des variations de la sequence naturelle 
de ces polypeptides et peptides, des polypeptides et peptides avec des 
liaisons substitutes, des polypeptides et peptides contenant des residus 
cysteine reli6s par des ponts disulfure, des residus cysteine sans ponts 
disulfure, aussi bien que d'autres modifications cormues en la matiere. 

Selon la presente invention, on peut utiliser, comme forme 
de (32GPI, la J32GPI pure ou sous forme de composition proteinique 
contenant, en particulier, d'autres glycoproteines. Elle peut ainsi etre 
obtenue : 

- a partir du plasma ou autre liquide biologique, par exemple serum, 
urine, liquide cephalo-rachidien, humain ou animal, en mettant en 
oeuvre des precedes de purification deja decrits dans la litterature ou 
dans le brevet frangais 2 701 263 ; ou 

- a partir du commerce ; ou 

- a partir de sumageants de cellules immortalisees qui Texpriment ; ou 

- par expression du gene qui la code dans des bacteries ou autres 
cellules utilises dans la production de prolines recombinantes ; ou 

- par synthese chimique, 

Les formes de P2GPI peuvent etre caracterisees et 
sequencees selon n'importe quel precede connu en la matiere. 

Pour mettre en oeuvre le precede selon Tinvention, on peut 
ou bien effectuer la detection et/ou Tidentification et/ou la quantification 
de PrP sans fixation prealable du complexe (PrP/p2GPI) sur un support 
ou bien effectuer la separation et/ou d6tection et/ou identification et/ou 
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quantification de PrP avec fixation dudit complexe sur un support par un 
element constitutif du complexe ; dans le premier cas, la detection et/ou 
Tidentification et/ou la quantification s'effectue dans le milieu ou le 
complexe s'est forme, soit apres fixation dudit milieu par une methode 
physique, chimique ou biochimique, par exemple sur une surface, soit 
sans fixation dudit milieu; dans le deuxieme cas, le support peut, 
avantageusement, etre un support solide, la separation consistant a 
separer le support sur lequel est fix6 le complexe, la detection et/ou 
Tidentification et/ou la quantification consistant a d6tecter et/ou identifier 
et/ou quantifier le complexe fixe au support apres avoir separe ledit 
support du materiau biologique. 

Le terme "support solide" se refere a n'importe quel support 
solide connu en la matiere tel qu'un de ceux decrits dans "Current 
Protocols in Immunology" aux Editions Coligan J., Kruisbeek A., 
Margulies D., Shevach E et Strober W., Wiley Interscience, 1992. Ce 
support peut, par exemple, etre une plaque de microtitration type ELIS A, 
une membrane, notamment de nitrocellulose, un gel de chromatographic, 
des billes, notamment en polystyrene, des tubes, notamment en 
polystyrene ou polypropylene, ou des cellules vivantes, humaines ou 
animales ou bacteriennes ou virales. 

Selon un premier mode de mise en ceuvre de Tinvention 
dans le cas ou Ton fixe le complexe sur un support, on retient le 
complexe (PrP/p2GPI) sur le support par rintermediaire de la partie 
P2GPI du complexe ; ensuite, la partie du complexe correspondant a la 
PrP est detectee/identifiee/quantifiee ou isolee par tout moyen approprie. 
La fixation de la partie p2GPI sur le support peut etre effectuee apres la 
formation du complexe ou, de preference, avant la formation du 
complexe. Si la fixation de la partie P2GPI est effectuee avant la 
formation du complexe, ladite fixation sur le support solide se fait par 
reaction de groupes reactifs de la (ou des) forme(s) de la p2GPI avec des 
sites reactifs du support selon n'importe quel procede connu en la 
matiere, tel que decrit dans "Current Protocols in Immunology" aux 
Editions Coligan J., Kruisbeek A., Margulies D., Shevach E et Strober 
W., Wiley Interscience, 1992. Cette reaction est, de preference, effectuee 
a une temperature comprise entre 0° et 40° C, la (ou les) forme(s) de 
P2GPI etant, de preference, mise(s) dans un tampon ayant un pH 
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compris entre 2,5 et 10,5, avantageusement entre 5,5 et 7,5. On utilise, 
de preference, un tampon isotonique ou presque isotonique. Le tampon 
peut etre du type phosphate ou acetate. La solution obtenue a 
avantageusement une concentration comprise entre 0,01 et 100 g/1 de 
forme(s) de (32GPL Le support est avantageusement maintenu en contact 
avec le tampon contenant la (ou les) forme(s) de 02GPI a une 
temperature comprise entre 0 et 40°C et pendant un temps d'incubation 
compris entre 10 secondes et 24 heures. Apres incubation, on separe du 
support le tampon contenant la (ou les) forme(s) de (32GPI n'ayant pas 
reagi et on effectue un lavage du support, de preference, avec le meme 
tampon que celui qui contenait la (ou les) forme(s) de (32GPI. II peut etre 
necessaire de saturer les sites actifs du support, qui n'ont pas reagi, avec 
la (ou les) forme(s) de p2GPI. Dans ce cas, on fait reagir sur ces sites 
actifs d f autres groupes actifs choisis parmi les solutions d'albumine 
bovine, de serum de veau foetal, de caseine ou similaires. On utilise 
avantageusement, dans ce but, une solution d'albumine serique bovine, 
en particulier une solution a 2% dans le tampon utilise pour la (ou les) 
forme(s) de p2GPI. Apres reaction, le support est, de preference, rince et 
seche. 

La reaction du support solide portant une (ou des) forme(s) 
de 02GPI avec le materiau biologique se fait selon n'importe quel 
procede connu en la matiere tels que ceux decrits dans "Current 
Protocols in Immunology" aux Editions Coligan J., Kruisbeek A., 
Margulies D., Shevach E et Strober W., Wiley Interscience, 1992. Le 
support sur lequel est (sont) fixee(s) la (ou les) forme(s) de p2GPI est 
ensuite mis en contact avec un materiau biologique susceptible de 
contenir des PrP. On dilue, de preference, le materiau biologique a Taide 
d'un tampon donnant un pH compris entre 3,5 et 10, avantageusement 
compris entre 5,6 et 7,6. La r6action est, de preference, effectuee a une 
temperature comprise entre 0° et 50°C, avantageusement voisine de 
37°C, pendant une periode de temps comprise entre 10 secondes et 24 
heures. On peut separer ensuite le materiau biologique du support portant 
la (ou les) forme(s) de P2GPI, qui a (ou ont) eventuellement fixe au 
moins une PrP. On effectue eventuellement ensuite un lavage avec une 
solution, tamponnee de preference. 
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Les memes conditions de fixation de (ou des) forme(s) de 
p2GPI sur le support et de fixation de la (ou des) PrP sur la (ou les) 
forme(s) de (32GPI que celles d6crites precedemment peuvent etre 
utilisees lorsque la fixation de la (ou des) forme(s) de p2GPI sur le 
5 support est effectuee apres la formation du complexe. 

Lorsque le complexe est fixe sur le support par 
l'intermediaire de sa partie {32GPI, il est alors possible d'isoler la PrP. 
L'isolement de la partie PrP du complexe fixe sur le support solide par sa 
partie |32GPI peut se faire selon n'importe quel proc6d6 dilution utilise 

10 pour la chromatographic d'affinite, tels que ceux d6crits dans "Guide to 
protein purification. Methods in enzymology", edite par Deutscher M., 
Academic Press, 1990. On separe ou elue le materiau biologique du 
support solide contenant la (ou les) forme(s) de |32GPI a l'aide d'un 
tampon ayant un pH compris entre 2 et 10,5, ayant une concentration en 

is NaCl comprise entre 0 et 5M, avantageusement avec un tampon glycine- 
HC1, 0, 1 mole/litre, ayant un pH de 2,5. 

La detection et/ou Tidentification et/ou la quantification des 
PrP fix6es sur la (ou les) forme(s) de J32GPI peuvent se faire par tout 
moyen connu utilisant la detection et/ou Identification et/ou la 

20 quantification par des anticorps, tel que decrit dans "Current Protocols in 
Immunology" aux Editions Coligan J., Kruisbeek A., Margulies D., 
Shevach E et Strober W., Wiley Interscience, 1992. Le terme "anticorps 1 ' 
ci-dessus utilise se refere a des anticorps polyclonaux ou monoclonaux. 
Le terme "anticorps monoclonal" se refere a une composition d'anticorps 

25 consistant en une population homogene d'anticorps ; ce terme n'est pas 
limite en regard de l'espece productrice de cet anticorps ni de la source 
de sa provenance, ni de la maniere dont il a et6 produit. La detection 
et/ou 1'identification et/ou la quantification des PrP fixees sur la (ou les) 
forme(s) de (32GPI se font, de preference, a l'aide d'un anticorps 

30 reconnaissant specifiquement des antigenes, de preference de nature 
proteique, des PrP. De facon connue, cet anticorps peut etre conjugue a 
un marqueur enzymatique, a de l'or colloidal, a un traceur radioactif, 
fluorescent ou luminescent. L'exces d'anticorps peut 6tre elimine par 
lavage. On peut ajouter ensuite, de facon connue, dans le cas ou 

35 l'anticorps est couple a un marqueur enzymatique, un substrat specifique 
de l'enzyme conjuguee a l'anticorps, substrat qui se transforme, dans des 
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conditions fixees, en un produit colore. La formation dudit compose 
colore indique la presence de la PrP et permet son identification ainsi 
que sa quantification. 

La detection et/ou Identification et/ou la quantification des 
PrP fixees sur la (ou les) forme(s) de P2GPI peuvent se faire par tout 
moyen connu utilisant la detection et/ou 1'identification et/ou la 
quantification par des proc6des d'infection de cellules ou d'organismes 
susceptibles a Tinfection par des PrP, tel que decrit dans "Fields 
Virology", Third Edition, Lippincott - Raven Publishers, 1996, ou 
"Virology Methods Manual", edite par Mahy B., Kangro H-, Academic 
Press, 1996. 

Selon un deuxieme mode de mise en oeuvre de Tinvention, 
dans le cas oix Ton fixe le complexe sur un support, on retient le 
complexe PrP/(32GPI sur le support par rintermediaire de la partie PrP 
dudit complexe ; ensuite, on detecte la partie |32GPI dudit complexe par 
tout moyen approprie, avantageusement a Taide d f anticorps sp^cifiques 
de la p2GPI, conjugues notamment a un marqueur enzymatique, a de Tor 
colloidal, a un traceur radioactif, fluorescent ou luminescent. La 
presence native ou le rajout de detergent(s) et/ou de lipide(s) peut aider 
la fixation de ces anticorps. La fixation de la PrP sur le support peut etre 
realisee, avant ou aprds la formation du complexe, dans les memes 
conditions que celles decrites precedemment pour la fixation de P2GPI 
sur le support, et la fixation de la p2GPI sur la PrP pour former le 
complexe peut etre realisee dans les memes conditions que celles 
decrites precedemment pour fixer la PrP sur la (32GPL 

Dans une premiere variante des deux modes de mise en 
oeuvre precites, on retient indirectement le complexe PrP/p2GPI par 
rintermediaire de la partie p2GPI du complexe, en munissant le support 
d'un compose se liant a ladite partie de la p2GPI ; ensuite la partie PrP 
du complexe est detectee comme ci-dessus decrit. Le compose se liant a 
la p2GPI peut etre, par exemple, un anticorps reconnaissant la p2GPI ou 
ime autre proteine, par exemple d'origine virale ou cellulaire, procaryote 
ou eucaryote, ou un compose biologique, par exemple un acide gras ou 
un lipide, ou un compose chimique, par exemple le dextran sulfate, 
Theparine sulfate ou un detergent, tel que celui connu sous le nom 
commercial "TRITON X 100". 
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Dans line deuxieme variante, on retient indirectement le 
complexe PrP/{32GPI par Tintermediaire de la partie PrP dudit complexe 
en munissant le support d f un compose se liant a ladite partie PrP du 
complexe; ensuite on detecte et/ou identifie et/ou quantifie la partie 
p2GPI dudit complexe comme decrit ci-dessus. Le compost se liant & la 
PrP peut etre, par exemple, un anticorps reconnaissant la PrP ou une 
autre proteine, par exemple d'origine virale ou cellulaire, procaryote ou 
eucaryote, ou un compose biologique, par exemple un acide gras ou un 
lipide, ou un compose chimique, par exemple le dextran sulfate, 
l ! h6parine sulfate ou un detergent, tel que celui connu sous le nom 
commercial "TRITON X 1 00". 

Dans ces deux variantes, la fixation indirecte de la (ou des) 
forme(s) de (32GPI ou de la (ou des) PrP sur le support par 
rintermediaire d ! un compose peut etre effectuee, apres ou avant la 
formation du complexe, dans des conditions similaires a celles decrites 
dans le cas d'une fixation directe. 

Selon une autre mise en oeuvre de Tinvention, on utilise la 
(ou les) forme(s) de J32GPI naturellement presente(s) dans un materiau 
biologique. Dans ce cas, on se propose de detecter et/ou d'identifier et/ou 
de quantifier des PrP lorsque ces PrP sont en quantite telle, par rapport a 
la p2GPI naturellement presente dans le materiau biologique, qu'elles 
sont majoritairement complexees ou complexables a au moins une des 
formes de J32GPI naturellement presentes. Dans ce cas, les formes de 
P2GPI comprennent toutes formes de P2GPI animale ou humaine 
naturellement presentes dans le materiau biologique, Le complexe 
naturellement forme dans le materiau biologique peut alors etre fixe sur 
un support, directement ou indirectement, soit par sa partie PrP, soit par 
sa partie |32GPI, la detection et/ou identification et/ou quantification du 
complexe etant realisee par la partie du complexe non liee directement 
ou indirectement au support, Ce procede peut permettre de detecter 
eventuellement un etat initial de la pathologie, alors que le proc6de selon 
la premiere mise en ceuvre est plus approprie a l'etude d ! un etat de 
pathologie ddclaree correspondant. 

La description donnee ci-apres, a titre d'exemples purement 
illustratifs et non limitatifs, permettra de mieux comprendre rinvention. 
Les exemples sont decrits en se referant au dessin annexe sur lequel : 
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- la figure 1 represente les resultats obtenus dans l'exemple 1 ; 

- la figure 2 represente les resultats obtenus dans rexemple 2 ; et 

- la figure 3 represente les resultats obtenus dans l'exemple 4. 

Obtention des formes de B2GPI 
On utilise, comme matiere premiere de depart, un plasma ou 
un serum d'origine humaine ou animale ou une proteine recombinante. 
Le plasma ou serum animal est d'origine soit bovine, soit porcine, soit 
ovine. 

La purification des formes de (32GPI est realisee soit selon 
le procede decrit dans le brevet francais 2 701 263 soit selon des 
procedes deja decrits dans la litterature, notamment "Gambino R, Ruiu 
G, Pagano G, Cassader M. Chem Phys Lipids, 1999 ; 103(1-2) : 161-74", 
"Regnault V, Arvieux J, Vallar L, Lecompte T. J Immunol Methods, 
1998 ; 211(l-2):191-7", "Klaerke DA, Rojkjaer R, Christensen L, 
Schousboe I. Biocbim Biophys Acta, 1997 ; 1339(2) : 203-16", "Cai G, 
Guo Y, Shi J. Protein Expr Purif, 1996 ; 8(3) : 341-6", "Gambino R, 
Ruiu G, Cassader M, Pagano G. J Lipid Res, 1996 ; 37(4) : 902-4", 
"Williams SC, Sim RB. J Immunol Methods, 1993 ; 157(1-2) : 25-30", 
"McNeil HP, Simpson RJ, Chesterman CN, Krilis SA. Proc Natl Acad 
Sci U S A 1990 ; 87(1 1) : 4120-4", "Lozier J, Takahashi N, Putnam FW. 
Proc Natl Acad Sci USA, 1984 ; 81(12) : 3640-4", ou "Lambin P, 
BursteinM. Biochimie, 1982;64(11-12) : 1065-71". 

La sequence des 20 premiers acides amines de la region N- 
terminale des formes de P2GPI obtenues apres purification ou apres 
purification et fragmentation en polypeptides k l'aide d'enzymes 
prot6olytiques a ete determinee par microsequencage a l'aide d'un 
appareil "Applied Biosystems Inc, modele 470" couple a un analyseur de 
phenylrheohydantoi'ne modele 120 A (ABI). Les sequences obtenues 
correspondent avec celles decrites dans la litterature et trouvees dans les 
banques de donnees. 

Pour des raisons de commodite les formes de p2GPI seront 
ci-apres designees par : 

- 02GPI N : 02GPI native dont la sequence correspond a celle publiee 
par "T. KRISTENSEN et coll., FEBS Letters, Vol. 289, 1991, pages 
183-186", 
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- P f 2GPI : (32GPI dont la sequence a ete donnee dans le brevet fran?ais 
2 701 263. Cette forme de J32GPI porte la substitution Thr318Ser ; 

- p*2GPI carb. : p'2GPI dont les residus lysine ont 6te modifies par 
carbamylation avec du cyanate de potassium k pH 5,8 pendant 4 
heures a 37°C selon le precede decrit par Means GE et Feeney RE, 
dans "Chemical modification of proteins, Holden-Day Inc, San 
Francisco, 1971: 215-216" ; 

- p2GPI Bov : P2GPI purifiee a partir de serum bovin ; 

- J32GPI Por : P2GPI purifiee a partir de plasma de pore ; 

- p2GPI Rec : p2GPI recombinante produite chez des cellules 
d'insectes apres infection avec du baculovirus servant de vecteur du 
gene de la P2GPIN; 

- P2GPI Pepl : peptide correspondant k la sequence CKNEKKC de la 
p2GPI et obtenu par synthese chimique. Les deux cysteines sont 
reliees par un pont disulfure ; 

- p2GPI Pep2 : peptide correspondant k la sequence CKNEKKC de la 
P2GPI et obtenu par synthese chimique. Les deux cysteines sont 
libres. 

EXEMPLE 1 

Des preparations tissulaires d'animaux infectes par Tagent 
de Tencephalite spongiforme bovine (ESB) ont ete realisees comme 
decrit dans "Maignien T. et coll., Journal of General Virology, 1999, 80 : 
3035-3042". 

La PrP sc (proteine du prion responsable de la transmission 
de Tencephalite spongiforme) a ete purifiee, selon la reference 
precedente, par centrifugation en presence de detergents, apres digestion 
par la proteinase K. Lors de ce traitement, la PrP c est detruite par la 
proteinase K et le(s) detergent(s). Les echantillons purifies ont par la 
suite ete separes sur un gel d'electrophorese a 12% de polyacrylamide, en 
presence de sodium dodecyl sulfate (SDS), puis transf6res sur une 
membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell). La membrane a 
ensuite ete saturee avec de Talbumine bovine a 2%, pendant 1 heure a 
temperature ambiante puis decoupee en plusieurs bandelettes. 

De la p^GPI, p2GPI N, p2GPI carb. et p r 2GPI Rec, 
couplees a de la phosphatase alcaline, ont ete deposees sur ces 
bandelettes (essais 1, 3, 5, 7 respectivement) et, a titre de comparaison, 



WO 03/005037 



PCT/FR02/02292 



18 

sur des bandelettes obtenues a partir de preparations tissulaires 
d'animaux non-infectes par l'agent de l'enc6phalite spongiforme bovine 
(ESB) (essais 2, 4, 6, 8 respectivement). 

L'experience montree par la figure 1 a ete realisee comme 
suit : les bandelettes ont ete rincees trois fois avec du tampon acetate 50 
mM, pH 5,6, Triton X100 0,05%. Un millilitre a 1 ug/ml des differentes 
formes de (32GPI, dans du tampon acetate 50 mM, pH 5,6, gelatine 
0,1%, Triton X 100 0,5%, a et6 ajoutS sur chaque bandelette. Apres une 
incubation d'une heure a temperature ambiante et sous agitation, les 
bandelettes ont ete lavees 6 fois avec du PBS (tampon phosphate salin) 
contenant 0,05% de Triton X 100. La revelation des formes de 02GPI 
fixees a ete realisee avec un melange liquide de substrat 5-bromo-4- 
chloro-3-indolyl phosphate / nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT). 

La figure 1 montre qu'avec les differentes formes de p2GPI, 
il est possible de detecter les PrP sc dans le cas d'animaux infectes par 
l'agent de l'encephalite spongiforme bovine (ESB). 

EXEMPLE 2 

De la proteine bovine recombinante PrP a 6te obtenue de la 
Societe "Prionics". Le support solide utilise est une plaque de 
microtitration de type "C8 Starwell Maxisorp" a 96 puits et a fond plat, 
commercialisee par la societe "NUNC". L'experience de fixation sur 
support solide sur lequel une des formes de (32GPI a 6te fixee a 6te 
realisee comme suit. La PrP bovine recombinante a ete utilisee sur une 
gamme de concentrations allant de 0 a 2000 ng/puits. La dilution est 
effectuee a l'aide d'un tampon (Tris/HCl) ayant une concentration en 
Tris de 0,05 mole/1 et un pH de 7,6 ± 0,05. On depose 100 ul de solution 
au fond de chaque puits de la plaque. La plaque est incubee a +37°C 
pendant une periode de 90 minutes. Apres cette incubation, on effectue 
un lavage en introduisant 300 ul de tampon phosphate dans chaque puits, 
on laisse en contact pendant 2 minutes et on aspire la solution de 
tampon ; on renouvelle cette operation de lavage 4 fois. 

La revelation de la PrP fixee sur les differentes formes de 
P2GPI a ete effectuee en utilisant une solution d'anticorps monoclonal 
6H4, obtenue de la Societe "Prionics". Cet anticorps monoclonal 6H4 est 
specifique k la PrP. 
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On ajoute par puits 100 p.1 d'une solution d'anticorps 
monoclonal 6H4 dilue 5000 fois en tampon phosphate salin (PBS). On 
laisse la plaque incuber a 37°C pendant 60 minutes. A la suite de cette 
incubation, le contenu des puits de la plaque est aspir6. On introduit 300 
ul de tampon phosphate dans chaque puits et apres un temps de contact 
de 2 minutes, on aspire le tampon : cette op6ration de lavage est 
renouvelee 4 fois. 

On ajoute par puits 100 ul d'une solution d'anticorps de 
lapin specifique des IgG de souris, conjugue a la peroxidase. On laisse la 
plaque incuber a 37°C pendant 60 minutes. A la suite de cette 
incubation, le contenu des puits de la plaque est aspire. On introduit 300 
ul de tampon phosphate dans chaque puits et apres un temps de contact 
de 2 minutes, on aspire le tampon : cette operation de lavage est 
renouvelee 6 fois. 

On ajoute par puits 100 ul d'une solution d'o-phenylene- 
diamine, 2HC1 dans un tampon citrate de sodium. On laisse incuber 
pendant 30 minutes a temperature ambiante, puis on arrSte la r6action en 
rajoutant a chaque puits 50 ul de H 2 S0 4 , 2N. On mesure l'absorbance a 
492 nm obtenue en fin de reaction a l'aide d'un robot lecteur de plaque. 

Le tableau 1 et la figure 2 correspondante montrent que la 
PrP recombinante, dont la sequence est celle des deux formes de proteine 
prion PrP c et PrP sc , peut €tre detectee avec les differentes formes de 
(32GPI. Le contrSle positif est de la PrP recombinante fixee sur support 
solide aux differentes concentrations notees dans le tableau 1 puis 
revelee avec la solution d'anticorps monoclonal 6H4. La BSA (albumine 
serique bovine) sert de contrdle negatif demontrant que la liaison est 
specifique aux formes de J32GPI. 
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TABLEAU 1 
Valeurs de densite optique (UDO x 1000) 



oonceniraiion 

PrP 

ng/puits 


p Zyjrl 


p2GPI 
Bov. 


P2(jPI 

Por. 


p^CjPI 
Pepi 


pZVjPI 

Pep2 


i emoin 

POSIUT 


BSA 


2000 


3500 


3500 


3500 


3500 


3500 


3500 


42 


IUUU 


oouu 


oouu 


oouu 


ocnn 
OOUU 


oouu 


oouu 


AO 


500 


3458 


3458 


3458 


3458 


3458 


3458 


42 


250 


3648 


3648 


3648 


3648 


3648 


3648 


43 


125 


3521 


3521 


3521 


3521 


3521 


3521 


43 


62.5 


3542 


3542 


3542 


3542 


3542 


3542 


42 


31.25 


3215 


3215 


2915 


2904 


3215 


3215 


45 


15.62 


2985 


3060 


2650 


2558 


2965 


2965 


42 


7.812 


2315 


2580 


2310 


2214 


2212 


2105 


43 


3.91 


1856 


1896 


1782 


1695 


1746 


1500 


44 


1.95 


798 


1005 


698 


649 


956 


785 


43 


0.98 


463 


564 


369 


322 


452 


256 


42 


0.49 


286 


365 


195 


188 


298 


185 


42 



EXEMPLE 3 

De la proteine bovine recombinante PrP, identique a celle 
utilisee dans l'exemple 2, a ete ajoutee dans du serum humain. 

Le support solide utilise est une plaque de microtitration de 
type "C8 Starwell Maxisorp" a 96 puits et a fond plat, commercialisee 
par la society "NUNC". Diverses solutions de composes ont ete fixees 
sur le support, a savoir une solution de proteines recombinantes p26- 
HIV2 ROD reconnaissant la P2GPI, des anticorps monoclonaux 
reconnaissant la p2GPI, du dextran sulfate, de l'heparine sulfate 
reconnaissant la proteine prion PrP ainsi que la p2GPI, et des anticorps 
monoclonaux reconnaissant la proteine prion PrP. La P2GPI utilisee 
dans cet exemple est la p2 f GPL Le serum contenant la PrP bovine 
recombinante a ete dilue 50 fois. La dilution est effectuee a l'aide d'un 
tampon (Tris/HCl) ayant une concentration en Tris de 0,05 mole/1 et un 
pH de 7,6 ± 0,05. On depose 100 \i\ de solution au fond de chaque puits 
de la plaque. La plaque est incubee a +37°C pendant une periode de 90 
minutes. Apres cette incubation, on effectue un lavage en introduisant 
300 \x\ de tampon phosphate dans chaque puits, on laisse en contact 
pendant 2 minutes et on aspire la solution de tampon ; on renouvelle 
cette operation de lavage 4 fois. 
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La revelation de la partie PrP du complexe a 6te effectuee 
en utilisant une solution d'anticorps monoclonal 6H4, obtenue de la 
Societe "Prionics". La revelation de la partie J32GPI du complexe a ete 
effectuee en utilisant une solution d'anticorps monoclonal 8C3. 

On ajoute par puits 100 \il d'une solution d'anticorps 
monoclonal 6H4 ou 8C3 dilue 5000 fois en tampon phosphate salin 
(PBS). On laisse la plaque incuber a 37°C pendant 60 minutes. A la suite 
de cette incubation, le contenu des puits de la plaque est aspire. On 
introduit 300 \xl de tampon phosphate dans chaque puits et apres un 
temps de contact de 2 minutes, on aspire le tampon : cette operation de 
lavage est renouvelee 4 fois. 

On ajoute par puits 100 jxl d'une solution d'anticorps 
monoclonal de souris specifique des IgG de souris conjugue & la 
peroxidase. On laisse la plaque incuber a 37°C pendant 60 minutes. A la 
suite de cette incubation, le contenu des puits de la plaque est aspir£. On 
introduit 300 |il de tampon phosphate dans chaque puits et apres un 
temps de contact de 2 minutes, on aspire le tampon : cette operation de 
lavage est renouvelee 6 fois. 

On ajoute par puits 100 jlxI d'une solution d'o-phenylene- 
diamine, 2HC1 dans un tampon citrate de sodium. On laisse incuber 
pendant 30 minutes a temperature ambiante, puis on arrete la reaction en 
rajoutant dans chaque puits 50 \xl de H 2 S0 4 , 2N. On mesure Tabsorbance 
a 492 nm obtenue en fin de reaction a Paide d'un robot lecteur de plaque. 

La moyenne des absorbances obtenues pour chaque solution 
de compose fixee sur le support est donnee par le tableau 2 (en unites de 
density optique multiplies par 1000). Les r6sultats du tableau 2 
demontrent que le complexe PrP/J32GPI peut etre detecte selon le mode 
de la presente invention, et, en particulier, que la PrP recombinante peut 
etre detectee. 
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TABLEAU 2 
Valeurs de densit6 optique (UDO x 1000) 



Compose fixe sur le 


Revelation de la partie 


Revelation de la partie 


support 


(32GPI du complexe 


PrP du complexe 


Heparine sulfate 


1896 


1756 


P26-HTV2 ROD 




1615 


Dextran sulfate 


1752 


1459 


Anticorps anti-|32GPI (1) 




1763 


Anticorps anti-PrP SC(2) 


1862 





anticorps monoclonaux 8C3 
anticorps monoclonaux 6H4 



EXEMPLE 4 

Les proteines d'un serum provenant d'un sujet sain ont 6t6 
separees sur un gel d'electrophorese a 12% de polyacrylamide, en 
presence de sodium dodecyl sulfate (SDS), puis transferees sur une 
membrane de nitrocellulose (Schleicher & Schuell). La membrane a ete 
saturee avec du lait 6creme a 2 % en PBS (tampon phosphate salin), 
pendant 1 heure a temperature ambiante puis decoupee en plusieurs 
bandelettes. De la proteine bovine recombinante PrP, identique a celle 
utilisee dans l'exemple 2, a ete deposee de la maniere suivante sur des 
bandelettes numerotees de 1 a 5 : 

1 ug de proteine bovine recombinante PrP, dans du PBS, a ete 

depose sur la bandelette 1 ; 

1 u.g de proteine bovine recombinante PrP, dans du Tris 0,05 
mole/1, pH 7,6, NaCl 0,15 mole/1, a ete depose sur les bandelettes 

2 et5 ; 

1 (j,g de proteine bovine recombinante PrP, dans du Tris 0,05 
mole/1, pH 7,6, NaCl 0,15 mole/1, lysine 0,1 mole/1, a ete d6pose 
sur la bandelette 4 ; 

1 u.g de proteine bovine recombinante PrP, dans du Tris 0,05 
mole/1, pH 7,6, NaCl 0,15 mole/1, a ete depose sur la bandelette 
3, qui avait au prealable ete preincubee pendant 1 heure avec un 
anticorps monoclonal, le 8C3, dirige contre la p2GPL 
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Apres 1 heure d'incubation, sous agitation et a temperature 
ambiante, les bandelettes 1 a 5 ont ete rincees 4 fois avec du PBS. Une 
solution d'anticorps monoclonal 6H4, dirige contre la PrP, diluee 5 000 
fois en tampon Tris HC1 0,05 mole/1, pH 7,6, NaCl 0,15 mole/1, gelatine 
0,2 %, Tween 20 0,05 %, a ete ajoutee aux bandelettes. 

Une solution d'anticorps monoclonal 8C3 dirige contre la 
P2GPI, contenant 1 fig d'anticorps/ml en tampon Tris HC1 0,05 ml/1, pH 
7,6, NaCl 0,15 mole/1, gelatine 0,2 %, Tween 20 0,05 %, a ete ajoutee 
sur une bandelette 6. 

Apres 1 heure d'incubation, sous agitation et a temperature 
ambiante, les bandelettes 1 a 6 ont ete rincees quatre fois avec du PBS. 

Finalement, les bandelettes 1 a 6, ainsi qu'une bandelette 7 
destinee a servir de temoin negatif, ont ete incubees pendant 1 heure, & 
temperature ambiante et sous agitation, en presence d'une solution 
d'anticorps de lapin couples a la phosphatase alcaline et diriges contre les 
anticorps de souris, dans du tampon Tris HC1 0,05 mole/1, pH 7,6, NaCl 
0,2 mole/1, gelatine 0,2 %, Tween 20 0,05 %, puis rincees 6 fois avec du 
tampon PBS contenant 0,05 % de Tween 20. La revelation des anticorps 
a ete realisee avec un melange liquide de substrat 5-bromo-4-chloro-3- 
indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium (BCIP/NBT). Les resultats 
obtenus sont presentes a la figure 3. 

La bandelette 6 de la figure 3 montre Templacement de la 
(32GPI N avec une grosse tache au niveau des monomeres et des taches 
plus faibles au niveau des dimeres et polymeres. 

Les bandelettes 1, 2 et 5 montrent les proteines seriques 
liant la PrP recombinante. Ces proteines sont situees au meme niveau 
que celles reconnues par Tanticorps monoclonal dirige contre la {32GPI. 

La bandelette 3 montre que les proteines liant la PrP 
recombinante sont celles qui sont reconnues par Tanticorps monoclonal 
dirige contre la (32GPI (absence de signal apres blocage de ces 
proteines). 

Cette experience montre que, parmi les proteines seriques, 
la P2GPI N reconnait et fixe la PrP recombinante. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de separation et/ou de detection et/ou 
^identification et/ou de quantification dans un materiau biologique d'au 
moins une proteine prion (PrP), caracterise par le fait qu'il comprend une 
etape de separation et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de 
quantification d'un complexe (PrP/p2GPI) form6 d f au moins une 
proteine prion liee a au moins une forme de p2-glycoproteine I (P2GPI). 

2. Proc6de selon la revendication 1, caracterise par le fait 
qu'il comprend une etape de separation et/ou de detection et/ou 
^identification et/ou de quantification d'un complexe (PrP sc /p2GPI) 
forme d'au moins une proteine prion anormale (PrP ) liee a au moms 
une forme de P2GPI, ledit procede constituant un procede de separation 
et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification dans un 
materiau biologique d'au moins une proteine prion anormale. 

3. Procede selon la revendication 2, caracterise par le fait 
que, pour former un complexe (PrP sc /p2GPI), on utilise au moins une 
proteine prion anormale (PrP sc ) provenant de la tremblante du mouton 
ou de la chevre, de Tencephalopathie bovine, de la maladie du 
deperissement chronique des ruminants sauvages, des encephalopathies 
des visons ou des chats, de la maladie de Creutzfeld- Jacob (MJC), du 
syndrome de Gerstmann-Straiissler-Scheinker (GSS), du kuru ou de 
Yinsomnie familiale fatale. 

4. Procede selon Tune des revendications 2 ou 3, 
caracterise par le fait que, pr^alablement a Tetape de separation et/ou de 
detection et/ou ^identification et/ou de quantification du complexe 
(PrP sc /p2GPI), on soumet le materiau biologique a Taction de detergents 
et/ou d'enzymes. 

5. Procede selon la revendication 4, caracterise par le fait 
que, prealablement a Tetape de separation et/ou de detection et/ou 
^identification et/ou de quantification du complexe (PrP sc /p2GPI), on 
soumet le materiau biologique a Taction de la proteinase K. 

6. Procede selon Time des revendications 1 a 5, 
caracterise par le fait que Ton utilise, pour former un complexe 
(PrP/p2GPI), au moins une p2GPI d'origine humaine, ou d ! origine 
animale, une p2GPI recombinante, ou une p2GPI obtenue par synthese 
chimique ou une forme modifiee de P2GPL 
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7. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, 
caracteris6 par le fait que Ton realise une etape de fixation de PrP 
contenue dans un materiau biologique a au moins une forme de (32GPI 
intentionnellement rajoutee audit materiau biologique pour former ledit 
complexe, suivie d'une etape de separation et/ou de d6tection et/ou 
d'identification et/ou de quantification du complexe (PrP/p2GPI). 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise par le fait 
que Ton realise : 

- une etape de fixation sur un support, d'au moins une 
forme de P2GPI ou de ladite (ou desdites) PrP, avant ou apres l'etape de 
fixation de ladite (ou desdites) PrP a ladite (ou auxdites) forme(s) de 
P2GPI pour former ledit complexe, 

- une etape de separation consistant a separer le materiau 
biologique du support, sur lequel est fixe le complexe, 

- une etape de detection et/ou d'identification et/ou de 
quantification consistant, apres ladite etape de separation, a d6tecter 
et/ou a identifier et/ou a quantifier le complexe fixe au support par sa 
partie, qui n'est pas li6e au support. 

9. Procede selon la revendication 8, caracteris6 par le fait 
que Ton utilise, comme support, un support solide. 

10. Proc6d6 selon Tune des revendications 8 ou 9, 
caracterise par le fait que Ton effectue la fixation sur le support par 
rintermediaire d'un composd se liant a Tune des parties PrP ou p2GPI du 
complexe, ladite etape de detection elA>u d'identification et/ou de 
quantification consistant a detecter et/ou a identifier et/ou a quantifier le 
complexe par sa partie, qui n'est pas liee au support. 

11. Proc6de selon la revendication 10, caracterise par le 
fait que le compose se liant a la p2GPI ou a la PrP est un anticorps 
reconnaissant respectivement la 02GPI ou la PrP, ou bien une autre 
proteine, un compose biologique, un compose chimique ou un detergent 
se fixant a la PrP ou a la p2GPI. 

12. Procede selon l'une des revendications 8 a 11, 
caract6rise par le fait que Ton realise : 

- l'etape de fixation d'au moins une forme de (32GPI ou de 
la (ou des) PrP sur un support, par reaction de groupes reactifs de la (ou 
des) forme(s) de 02GPI ou de la (ou des) PrP avec des sites reactifs du 
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support, ladite (ou lesdites) forme(s) etant mise(s) en solution dans un 
tampon ayant un pH compris entre 2,5 et 10,5, de preference entre 5,5 et 
7,5, pour obtenir une solution ayant une concentration comprise entre 
0,01 et 100g/l de forme(s) de p2GPI ou de PrP, le support etant maintenu 
en contact avec la solution a une temperature comprise entre 0° et 40°C 
pendant un temps d'incubation compris entre 10 secondes et 24 heures, 
puis 

- la separation du support et de la solution par lavage du 

support. 

13. Procede selon Tune des revendications 7 a 12, 
caracterise par le fait que Petape de fixation d ! au moins vine PrP a au 
moins une forme de P2GPI pour former un complexe est realisee par 
mise en contact d f au moins une forme de p2GPI, avec le materiau 
biologique susceptible de contenir des PrP a une temperature comprise 
entre 0° et 50°C, avantageusement voisine de 37°C, pendant une periode 
de temps comprise entre 10 secondes et 24 heures, le materiau 
biologique etant dilue a l'aide d'un tampon donnant un pH compris entre 
3,5 et 10, de preference compris entre 5,6 et 7,6. 

14. Procede selon Tune des revendications 7 a 13, 
caracterise par le fait que Ton effectue la detection et/ou ridentification 
et/ou la quantification de la (ou des) PrP du complexe par des anticorps 
specifiques de la (ou des) PrP, ou par des precedes d'infection de cellules 
ou d'organismes susceptibles a 1'infection des PrP. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise par le 
fait que Ton effectue la detection et/ou ridentification et/ou la 
quantification de la (ou des) PrP du complexe par un anticorps 
reconnaissant specifiquement un antigene, de preference de nature 
proteique, de la (ou des) PrP. 

16. Procede selon Tune des revendications 7 a 13, 
caracterise par le fait que Ton effectue la detection et/ou ridentification 
et/ou la quantification de la p2GPI du complexe par des anticorps 
specifiques de la P2GPI. 

17. Proced6 selon Time des revendications 14 a 16, 
caracteris6 par le fait que Ton couple Tanticorps a un marqueur 
enzymatique, a de Tor colloidal, a un traceur radioactif, fluorescent ou 
luminescent. 
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18. Proced6 selon la revendication 17, caracterise par le 
fait que Ton couple Tanticorps a un marqueur enzymatique, dont 
l'enzyme est mise en contact a un substrat specifique apte a se 
transformer en un produit colore. 

19. Procede selon Tune des revendications 8 a 15, 
caracterise par le fait que Ton fixe le complexe au support par 
rintermediaire de sa partie (32GPI, Petape de separation comprenant 
Tisolement de la PrP du complexe fixe au support par un proced6 
dilution de chromatographic d'affinite. 

20. Proced6 selon la revendication 19, caracterise par le 
fait que ledit isolement est realise par elution de la PrP fixee au support 
solide k l'aide d'un tampon ayant un pH compris entre 2 et 10,5, une 
concentration en NaCl comprise entre 0 et 5M, de preference a Paide 
d'un tampon glycine-HCl 0,1 mole/litre ayant un pH de 2,5. 

21. Procede selon Tune des revendications 1 a 6, de 
separation et/ou de detection et/ou ^identification et/ou de quantification 
d'au moins une PrP dans un materiau biologique qui contient 
naturellement au moins une forme de p2GPI, caracterise par le fait qull 
comprend une etape de separation et/ou de detection et/ou 
^identification et/ou de quantification d'un complexe (PrP/p2GPI) 
forme d f au moins une PrP liee a au moins une forme de 02GPI 
naturellement presente dans ledit materiau. 
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